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温州ミカンの花から分離した酵母の
同定と清酒醸造特性
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要約：集積培養法によって温州ミカンの花から分離株MK1～3 株を得た。その中でMK3株は，生理学的試
験と 16S rDNA-D1/D2 領域および ITS 領域の塩基配列に基づいた分子系統解析の結果から Saccharomyces 
cerevisiae と同定された。またYeastcidin 耐性を有する事から，MK3株が清酒酵母であることが示唆された。
MK3 株は，清酒もろみにおけるアルコール生産量が 17.6％であり，清酒酵母協会 9号株と同等の発酵力を
示した。MK3 株を用いた製成酒は香気成分と有機酸に特徴的な組成を示した。特にMK3 株を用いた製成
酒は，低いコハク酸濃度，高いリンゴ酸/コハク酸比，高いカプロン酸エチル濃度，高いイソアミルアルコー
ル/イソブチルアルコール比を示した。また，MK3株は高泡を形成せず，TTC還元性がRed であることから，
清酒製造に実用可能な株であった。MK3 株は，特徴的な風味を形成できる実用酵母として清酒製造での利
用が期待される。
キーワード：清酒，酵母，カプロン酸エチル，A/B比，MA/SA比
1．　は じ め に
　米，米麹，水を原料とし，総米に対する汲水量 135%前
後で仕込む清酒もろみは，並行複発酵，高濃度仕込み，低
温発酵，低カリウム濃度，乳酸酸性および固形物の溶解と
いった，他の酒類とは異なる清酒製造特有の発酵環境を形
成している。清酒酵母は，そのような清酒製造条件下の酒
母およびもろみで良く生育し良質の清酒を造る適性を持つ
一群の酵母である1）。近代的な清酒製造では，清酒の原料
である水や麹に存在する清酒酵母が他の酵母に比較し少な
いため2, 3），良質な製品を安定して生産することを目的に，
純粋培養した酵母を酒母製造工程において添加する。清酒
の酒質は原料や製造工程における様々な要因によって変化
するが，使用する清酒酵母の種類は酒質形成の重要な要素
の一つである。
　現在，主に日本醸造協会で純粋培養された種々のきょう
かい酵母が清酒製造に用いられているが1），近年の消費者
の嗜好の変化に伴い酒質の多様化が求められ，それを目的
に薬剤耐性株取得による酵母の育種4-7） や清酒もろみから
の変異株の分離 8,9），自然界からの清酒酵母の分離10） が試
みられている。
　一方，清酒製造業者は旧来その地域の地主であり，地域
で生産された余剰米を利用して，地域との結びつきの中で
清酒製造を行ってきた。近年地酒メーカーが苦戦するよう
になった一要因は，地域との結びつきが弱くなったからと
も考えられる。そこで著者らは，地域との結びつきをより
強くするためは，県花や市花など地域の花から分離された
清酒酵母を用いた清酒製造が有効であると考えた。また，
花言葉はやさしく可憐な言葉が多く，贈り物にされても喜
ばれると予想される。そのような考えのもと，清酒もろみ
で十分な発酵力を示し，新たな香味特性を有する酵母の分
離を消費者がイメージしやすい著名な花から試み，清酒酵
母を取得してきた10-14）。しかし地域との結びつきを考える
と，特産物である果物の花も有用であるにもかかわらず，
その例はイチゴの花から分離した酵母14） を除きなかった。
　本報では，日本国内において最も生産量が多く，また特
産地も多く有する温州ミカンの花から，特徴ある有機酸組
成および香気成分組成を形成する酵母が取得されたので報
告する。
2．　方　　　法
　⑴　集積培養用培地の調製
　精米歩合 65% の一般精白米を用い蓋麹法により調製し
た麹 1 kg に対し水 4 l を加え，55℃，15 時間糖化を行った。
濾過して得られた濾液に水を加え brix 18% に調整した麹
汁培地を得た。100 ml の麹汁培地に，中田ら15） の方法で
調製した Yeastcidin 粗物質を 25 mg 添加し，121℃で 15
分間オートクレーブ滅菌後，乳酸を 0.4 ml, エタノール滅
菌したカゼインを 5 g 加え集積培養用培地とした。
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　⑵　酵母の分離
　集積培養用培地を 100 ml 三角フラスコに調製し，酵母
の分離源として熊本県球磨郡で採取された温州ミカンの花
を適当量添加した。25℃で集積培養し，集積培養中は一日
に一回撹拌した。混濁し気泡を有する培養液の brix 値を
定期的に測定し，brix 10% 以下となった時点で集積培養
液をサンプリングした。集積培養液を滅菌水で適宜希釈後，
TTC下層培地に 50 個程度のコロニーが生育するように塗
抹して，30℃で 3日間培養し，生じたコロニーから釣菌す
ることで分離酵母を得た。
　⑶　発酵性，産膜性および増殖，細胞形態，胞子形成
　得られた分離株を糖 10%YM液体培地に植菌し，30℃，
5日間培養し発酵性と産膜性を観察した。増殖，形態に関
しては，分離株をYM液体培地に植菌し培養後，顕微鏡
観察を行った。胞子形成は木澤らの方法に従った16）。酵母
の栄養細胞と胞子をサフラニンとマラカイトグリーンで対
比染色させ胞子の形成を確認した。
　⑷　分離酵母の生理学的性質
　⒜　糖類の発酵性，資化性および硝酸塩の資化性試験
　“The Yeasts”17） に準じて行った。Yeast Nitrogen Base 
（Difco）を基本培地とし，糖類発酵性はダラハム管を入れ
た試験管に各種糖が終濃度 2%（ラフィノースは 4%）と
なるように添加した培地を用いた。糖類資化性は，Yeast 
Nitrogen Base に各炭素源が 0.5%，寒天 2%となるように
添加した培地を用いた。生育の判定は炭素源無添加培地を
対照とし，培養温度は 25℃とした。硝酸カリウムの資化
性試験は，Yeast Carbon Base（Difco）に硝酸カリウムと寒
天をそれぞれ 0.078%，2%となるように添加した培地を用
いた。対照としてYeast Carbon Base に 0.5% 硫酸アンモ
ニウムを添加した培地と窒素源無添加培地を用いた。YM
液体培地で前培養した分離菌株を滅菌生理食塩水で 2回洗
浄後に接種し，25℃での増殖の有無を観察した。
　⒝　ビタミン欠培地での増殖能試験
　中田ら18） の方法に従い行った。
　⒞　TTC還元性試験
　TTC還元性試験は，国税庁所定分析法注解19） に従い行っ
た。
　⒟　Yeastcidin 耐性試験
　Yeastcidin 粗物質を麹汁培地（brix 10%）に 200 μg/ml
となるように添加し，オートクレーブで 121℃，15 分間加
熱殺菌し試験培地とした。試験培地に分離酵母を 8×103 
cfu/ml となるように植菌し，30℃で 72 時間培養し，増殖の
有無によって耐性を判定した。耐性株として清酒酵母協会
7号を，非耐性株としてビール酵母 S. cerevisiae IFO2011
を対照株として用いた。
　⑸　高泡形成能
　500 ml 容三角フラスコに米麹 35 g, 蒸米 115 g, 水 200 ml, 
乳酸 0.8 ml を入れ，10 ml 麹汁培地（brix 10%）で前培養し
た分離酵母を全量添加し，13℃で発酵を行い，経時的に高
泡形成を観察した。対象として協会 9号株（K-9 株）を用
い比較することで高泡形成能を判定した。また 13℃で 25
日間発酵後のもろみの濾液を用い，日本酒度，アルコール
濃度，酸度およびアミノ酸度の測定を国税庁所定分析法注
解19） に従い行った。
　⑹　26S rDNA-D1/D2および ITS領域の塩基配列解析
　前培養した分離酵母菌体からガラスビーズを用いて細胞
を破砕し，DNAを抽出後，フェノール-クロロホルム-イソ
アミルアルコール（25 : 24 : 1）処理およびエタノール沈殿
を行い，DNAを精製した。精製したDNAを鋳型に，KOD 
plus-Neo と 26S rDNA-D1/D2 領域増幅用プライマー（5’- 
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ および 5’-GGT- 
CCGTGTTTCAAGACGG-3’）あるいは ITS 領域増幅用プ
ライマー（5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ および 5’- 
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）を用いてそれぞれの
領域を PCR により増幅した。得られた PCR 産物を High 
Pure PCR Product Puriﬁ cation Kit（Roche）を用いて精製
した。DNA配列決定は，（株）Macrogen Japan に委託した。
　⑺　清酒の小仕込み試験
　原料米として精米歩合 60% の一般精白米を用い，総米
4 kg の三段仕込み（麹歩合 22%，汲水歩合 145%）を行った。
酒母には汲水 1 l あたり 7 ml の乳酸を添加し，YM液体培
地にて前培養したMK3株あるいはK-9 株を 2×105 cfu/ml
となるように接種した。仕込み温度は，初添 15℃，仲添
10℃，留添 8℃とし，醪最高温度 13℃で醪日数 19 日目に
3,000 rpm, 15 分間遠心分離を行い上清を回収し，濾過後，
分析試料として用いた。
　⑻　分析
　高泡形成能試験時におけるアルコール濃度の測定は
ALCOHOL CHECKER YSA-200（YAZAKI）を用いて行っ
た。製成酒の一般成分分析は国税庁所定分析法注解19） に従
い行った。有機酸（クエン酸，リンゴ酸，コハク酸，乳酸，
フマル酸，酢酸）の分析は，小室ら13） の方法に従い，電気
伝導度検出器を備えた高速液体クロマトグラフィーを用い
て行った。香気成分分析は，小室ら12） の方法に従って試料
を調製し，ガスクロマトグラフィーで低沸点香気成分の定
量を行った。分析条件は，キャピラリーカラム（0.25 mm×
60 m），充填剤TC-WAXを用い，窒素ガス流速 30 ml/ 分，
カラム温度 70℃，検出器FIDで行った。
3．　結果および考察
　⑴　酵母の分離
　25℃での集積培養では，12 日目から brix が低下し，気
泡も見られるようになった。15 日目には brix が 10%に下
降し，菌数も 1.6×108 cfu/ml に達した。培養液をTTC下
層培地に塗抹して生じたコロニーを 3つ無作為に釣菌し分
離株を得た。
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　⑵　発酵性，産膜性および増殖，細胞形態
分離株を糖 10%YM液体培地で培養した結果，いずれもガ
スを多量に発生し産膜を形成しなかった。また，顕微鏡観
察を行った結果，いずれも卵形から球形であり，増殖は出
芽であった。この 3株をMK1～3 株とし，高泡形成試験
に供した。
　⑶　分離株の生理学的性質と胞子形成
　MK1～3 株はいずれも清酒もろみで高泡を形成しなかっ
た。また，高泡形成試験のもろみの濾液の日本酒度，アル
コール濃度，酸度およびアミノ酸度は，対照とした清酒酵
母 K-9 株がそれぞれ－24，18.0%，3.8，2.9 であった。そ
れに対し，MK1～3 株は日本酒度が＋1～－1，アルコール
濃度が 18.1～18.7%，酸度が 3.5～3.9，アミノ酸が 1.8～2.5
となった（Table 1）。アルコール，酸度，アミノ酸度に大
きな差がないにも関わらず，日本酒度に大きな差があった
が，少なくともMK1～3 株が K-9 株と同等の 18% 程度の
アルコールを生産することができる株であることが確認さ
れた。また，MK1～3 株の中でも特にMK3 株を用いた濾
液には，官能的に良好な香気が感じられたため，以降の生
理学的性質の試験と胞子形成試験に供する事とした。
　MK3 株の胞子形成を試みたところ，マラカイトグリー
ンで緑色に染色される胞子が観察され，MK3 株が胞子形
成能を有することを確認した。また，MK3 株の糖類発酵
性と資化性および硝酸カリウムの資化性試験の結果を対照
として用いたK-9 株と比較すると，マルトースの発酵性を
除く糖の発酵性および資化性，硝酸カリウムの資化性にお
いてMK3 株は K-9 株と同様の性質を示した（Table 2）。
さらにMK3 株は，ビタミン欠培地での増殖性があり，
Yeastcidin 耐性があり，TTC還元性においても Red の還
元能を有しており，K-9株と同様の性質を示した（Table 3）。
　⑷　分子系統解析
　MK3 株の属の推定を行うために，26S rDNA-D1/D2 領
域の塩基配列を用いた分子系統解析を試みた。決定できた
MK3株の 26S rDNA-D1/D2 領域の塩基配列（547 塩基，Ac- 
cession number : AB683054）を用いて国際塩基配列デー
タベースに対するBLAST検索を行い，上位 20 種それぞれ
の基準株およびMK3 株，K-9 株の塩基配列から ClustalX 
2.1 を用いて系統樹を作成した（Fig. 1）。得られた系統樹に
おいて，MK3 株は Saccharomyces 属からなる系統群に含
まれ，そのブートストラップ値は 99.1% であったことから，
MK3 株は Saccharomyces 属の酵母であると推定された。
さらにMK3株は，S. cerevisiae の基準株であるNRRL Y- 
12632 株および清酒酵母K-9 株と同じ系統枝を形成してお
り（ブートストラップ値 99.6%），MK3 株が S. cerevisiae
であることが示唆されたが，26S rDNA-D1/D2 領域の塩基
配列を用いた分子系統解析では種の推定に限界があるた
め，次に ITS 領域の塩基配列を用いた分子系統解析を行
いMK3 株の種の推定を試みた。MK3 株の ITS 領域の塩
基配列決定を行った結果，730 塩基の配列を決定できた
（Accession number, AB683055）。MK3株とSaccharomyces
属酵母 8種および協会 7号株（K-7 株）とK-9 株の ITS 領
域の塩基配列を用いて系統樹を作成したところ，MK3 株
は基準株NRRL Y-12632 株およびK-7 株，K-9 株を含む S. 
cerevisiae からなる系統枝を形成し，ブートストラップ値
は 98.6% であったことから，MK3 株は S. cerevisiae であ
ると推定された（Fig. 2）。
　⑸　酵母の同定
　細胞形態が卵形から球形であること，発酵が旺盛である
こと，産膜性が無く出芽で増殖すること，子嚢胞子を形成
すること，硝酸塩を資化しないこと，そして 26S rDNA- 
D1/D2 領域の塩基配列を用いた分子系統解析の結果から，
MK3 株は Saccharomyces 属の酵母だと判断された。種に
関してThe Yeast の Key to species に従うと，MK3株はビ
タミン欠培地で増殖性があり，マルトースの発酵性がない
ことから，ITS 領域の塩基配列を用いた分子系統解析から
の推定とは異なる S. arboricolus となる。しかし S. arbo-        
Table 2  Fermentation and assimilation tests of the strains.
Table 1  Froth forming ability of the strains in sake 
mash and the components of the ﬁ ltrate.
Table 3  Physiological characteristics of the strains.
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ricolus はメレジトースを資化し，マルトースを資化しな
いが，MK3 株はメレジトースを資化せず，マルトースを
資化するという異なる性質も示す。一方，清酒酵母K-9 株
も The Yeast の Key to species に従うと，ビタミン欠培地
で増殖性があり，マルトースの発酵性があることから S. 
bayanus となり，S. cerevisiae と同定されない。清酒酵母
K-7 株も K-9 株同様に S. bayanus となるが，K-7 株は以前
から S. cerevisiae の範疇に入り，DNAの類似度からも S. 
cerevisiae であると言われている。そこで分子系統解析の結
果からMK3 株は K-9 株同様に K-7 株と同じ S. cerevisiae
の系統枝に位置し，高いブートストラップ値でそれが支持
されていること，また S. arboricolus とは異なる系統枝に
位置していること，さらにMK3 株が S. arboricolus とは
糖の資化性において異なる性質を示すことから総合的に判
断し，MK3株は S. cerevisiae であると同定した。
　清酒酵母，ビール酵母，ワイン酵母など醸造で用いられ
る酵母は，Yeastcidin に対する耐性で異なる性質を示す。
つまり清酒酵母が Yeastcidin に耐性を有するのに対し，
その他のほとんどの醸造用酵母は耐性を有さない。Yeast- 
cidin耐性試験の結果，MK3株は清酒酵母同様にYeastcidin
に対して耐性を示したことから，MK3 株が清酒酵母であ
ることが示唆された。
Fig. 1  Neighbor-joining tree based on the comparison of the 547 bps in the D1/D2 region of 26S rDNA.  The number 
in parentheses is the accession number of the DNA Data Bank.
Fig. 2  Neighbor-joining tree based on the comparison of the 730 bps in the ITS region.  The number in parentheses 
is the accession number of the DNA Data Bank.
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　⑹　清酒の小仕込み試験
　MK3 株と対照としたK-9 株を用いた製成酒の一般成分
分析をTable 4 に示した。高泡形成能試験のもろみ濾液の
分析では，日本酒度に大きな違いが見られたが，小仕込み
試験ではMK3 株と K-9 株は同等の日本酒度とアルコール
濃度を示した。このことからMK3 株は K-9 株と同等の発
酵力を有することが明らかとなった。またMK3株は，酸度，
アミノ酸度ともにK-9 株よりも低い値を示した。
　MK3株とK-9 株の有機酸組成をTable 5 に示した。MK3
株を用いた製成酒のクエン酸，リンゴ酸の含有量は同等で
あったが，コハク酸，乳酸およびフマル酸の含有量がK-9
株の製成酒より低かった。特にコハク酸含有量については，
清酒（純米酒）の一般的な数値が 390～487 ppm20） であり，
また著者らが分離した他の花からの酵母による製成酒 350 
～520 ppm14） であることと比較しても，MK3 株は低い数
値（272 ppm）を示しており，低コハク酸生成がMK3株の
特徴であることを示している。清酒中の有機酸は，リンゴ
酸，コハク酸，乳酸で約 80%が占められる21）。その中でリ
ンゴ酸は清酒に爽やかな酸味を付与し，コハク酸はコクを
付与する22, 23）。さらに，リンゴ酸とコハク酸の含量比によ
りリンゴ酸の爽やかな酸味の感じやすさが変化し，特にコ
ハク酸含量に対するリンゴ酸含量比（MA/SA比）の値が
0.8 以上の場合にリンゴ酸の特徴が感じられやすいことが
示唆されており，リンゴ酸およびコハク酸の含量が重要な
だけではなくMA/SA比も重要である13）。MK3 株のMA/
SA比は 1.5 であり，K-9 株の 0.6 に比べて高い値を示した。
これはMK3 株のリンゴ酸含有量についてはK-9 株と比較
し大きな差がないが，MK3 株のコハク含有量がK-9 株の
約 43% と低いからである。他の花から分離された酵母の
数値 0.8～1.014） と比較しても，MK3 株のMA/SA 比は高
かった。これらの結果からMK3 株の製成酒は，リンゴ酸
の爽やかな酸味が感じられる酒質であることが示唆され
た。
　製成酒の香気成分分析において，K-9 株のカプロン酸エ
チル生成量が検出限界下（0.2 ppm未満）であるのに対し，
MK3 株は 3.8 ppmであったことから，MK3 株は K-9 株よ
りも高いカプロン酸エチル生成能を有していた（Table 6）。
また，その他のきょうかい酵母の小仕込み試験でのカプロ
ン酸エチル生成量（K-7 株：1.6 ppm24），K-701 株：1.7 ppm24），
K-1001 株：1.5 ppm24），K-14 株：1.74 ppm25））と比較しても，
MK3 株のカプロン酸エチル生成能は高かった。一方で，
きょうかい酵母には，育種過程でセルレニン耐性が付与さ
れカプロン酸エチル生成能を高められた高エステル生成酵
母K-1601 株，K1701 株，K1801 株も存在する。これらの
株のカプロン酸エチル生成量は，それぞれ 5.5 ppm24），3.27 
ppm26），6.7 ppm27） と報告されており，MK3 株のカプロン
酸エチル生成能は，K1701 株に匹敵するが，K-1601 株，
K1801 株よりも低かった。MK3 株が育種過程を経ること
なくセルレニン耐性を有しているのかについて，MK3 株
のカプロン酸エチル生成要因を知る上で今後検討する必要
がある。酢酸イソアミルについては，K-9 株とMK3 株の
製成酒でそれぞれ 2.0 ppm, 1.3 ppm であり，MK3 株の生
成能はK-9 株よりも低かった。MK3 株は，吟醸香生産株
の中でもカプロン酸エチル生成タイプの株であった。H20
～22 年度の吟醸酒のカプロン酸エチルと酢酸イソアミル含
有量の平均値はそれぞれ 2.0 ppm, 1.6 ppm である28）。MK3
株は市販酒用酵母として，平均的な吟醸酒よりもカプロン
酸エチルの吟醸香を有する清酒を製造できる酵母であっ
た。一方，近年の全国新酒鑑評会の金賞受賞酒のカプロン
酸エチルの平均濃度は 7 ppm前後であり，MK3 株の小仕
込み試験酒の濃度はそれより低い。しかし，総米量が大き
な仕込みを行う事で，K-14 株では総米 80 g の仕込みで 1.74 
ppmであった生成量が総米 640 kg で 4.42 ppm25） に，K-1801
株では総米 200 g で 6.7 ppm であった生成量が総米 3トン
で 7.2 ppm27） に高まる例も報告されており，より総米量を
多くしたMK3 株を用いた仕込み試験について今後検討の
余地がある。
　MK3 株はカプロン酸エチルだけではなく，イソアミル
アルコールとイソブチルアルコールの生成能においても特
徴を示した。イソブチルアルコールの含有量と香りの軽さ
には負の相関があり，イソアミルアルコールとイソブチル
アルコールの含量比（A/B比）と香りの軽さには正の相関
Table 5  Organic acids of the produced sake.
Table 4  Comparison of the components of the produced 
sake.
Table 6  Aroma components of the produced sake.
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がある29）。MK3 株のイソアミルアルコールはK-9 株より
も約 50%多く，イソブチルアルコールは約 35%少なかっ
た。そのためA/B比はMK3 株の 14.5 に対し K-9 株は 4.5
となり，他の花から分離された酵母の数値 3.1～4.114） と比
較してもMK3 株の A/B 比が非常に高い値となった。こ
のようにMK3 株は香気成分において，高いカプロン酸エ
チル生成能を有し，高A/B 比を示す株であることが明ら
かとなった。
　熟練したパネリストによる官能検査を行った結果でも，
いずれもカプロン酸エチルの吟醸香が軽く華やかに香り，
リンゴ酸の爽やかな酸味が感じられる調和のとれた酒質で
あると評価を得た。
　⑺　まとめ
　日本国内において最も生産量が多く，また特産地も多く
存在する温州ミカンの花から，清酒酵母K-9 株と同等の発
酵力を示し，高泡を形成せず，TTC還元性 Red である清
酒製造に実用可能なMK3 株を取得した。MK3 株は，低
酸性で，しかも低いコハク酸生成を示す酵母であった。
MK3 株を用いた製成酒は高MA/SA比を示し，リンゴ酸
の爽やかな酸味が感じられる酒質であった。また香気につ
いては，高A/B比を示し，カプロン酸エチルの吟醸香が軽
く華やかに香った。MK3 株は，市販酒用酵母として酸，
香気の調和のとれた有用な酵母であった。日本には，温州
みかんの他にもリンゴ，なし，ブドウ，桃，柿など生産量
が多く，各地に特産地を有する果物があり，それらの花か
ら特徴ある酵母の取得が今後期待される。
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Summary：The MK3 strain was isolated from Satsuma Mandarin blossom by enriched culture method.  
On the basis of physiological tests and molecular analyses based on DNA sequences of 26S rDNA-D1/D2 
region and ITS region, MK3 was identified as Saccharomyces cerevisiae.  Furthermore, it was suggested 
that MK3 was sake yeast, since MK3 had a tolerance against Yeastcidin.  The alcohol productivity of MK3 
in sake mash was 17.6%.  The MK3 possessed an equipollent fermentative ability in sake mash with sake 
yeast, kyokai No. 9.  The sake produced by MK3 revealed distinguishing composition of aroma compounds 
and organic acids.  In particular, the sake brewed by MK3 showed low succinic acid concentration, high 
malic acid/succinic acid ratio, high ethyl caproate concentration and high isoamyl alcohol/isobutyl alcohol 
ratio.  The MK3 was a useful yeast for sake production, because it did not form taka-awa in sake mash 
and it was stained red with TTC.  It is expected that the MK3 will be used for sake production as a 
useful yeast which is able to form characteristic flavor.
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